The role of bone cell mechanical stimulation in the process of osteogenesis by unknown
POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 43 2016 NR 1 (99-118)
ROLA STYMULACJI MECHANICZNEJ KOMÓREK 
KOSTNYCH W PROCESIE KOŚCIOTWORZENIA
THE ROLE OF BONE CELL MECHANICAL STIMULATION IN THE 
PROCESS OF OSTEOGENESIS
Amadeusz BRYŁA*, Joanna FILIPOWSKA*, Anna M. OSYCZKA
Zakład Biologii i Obrazowania Komórki, Instytut Zoologii, Wydział Biologii 
i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Jagielloński
Streszczenie: Podstawową funkcją kości jest podtrzymywanie miękkich tkanek organizmu, a także, 
w przypadku człowieka, utrzymanie ciała w pionowej pozycji. Stąd też, tkanka kostna spełnia ważne 
dla organizmu funkcje mechaniczne i odbiera różnego rodzaju bodźce mechaniczne. Siły mechaniczne 
działające na kość regulują ich przebudowę, tzw. obrót kostny. Proces przebudowy kości przebiega 
zarówno w warunkach fizjologicznych, jak i w wyniku mikro- i makro- uszkodzeń kości, a zaburze­
nia równowagi pomiędzy kościotworzeniem a resorpcją kości wpływają na równowagę biologiczną 
całego organizmu. Leczenie dużych ubytków kostnych lub chorób zwyrodnieniowych kości wciąż 
stanowi wyzwanie dla współczesnej medycyny. Obok standardowych przeszczepów auto- lub allogen- 
icznych, szereg nowatorskich rozwiązań oferuje obecnie inżynieria tkanki kostnej, w której m. in. up­
rzednio wyizolowane prekursory osteoblastów kierunkuje się do kościotworzenia poprzez stymulację 
wybranymi czynnikami wzrostowymi, hodowle w przestrzennych i kościopodobnych rusztowaniach 
oraz eksponowanie komórek na bodźce mechaniczne in vitro. W organizmie zarówno prekursory os­
teoblastów, dojrzałe osteoblasty oraz terminalnie zróżnicowane osteocyty są poddawane działaniu 
m. in. napięcia ścinającego, rozciągania, ściskania i/lub wibracji, które mogą stymulować przebudowę 
kości. Stymulowanie mechaniczne komórek poza organizmem umożliwiają różnego rodzaju biorcak- 
tory. Prezentowana praca stanowi przegląd najnowszej literatury dotyczącej najczęściej stosowanych 
sił mechanicznych wykorzystywanych w hodowlach komórek kostnych i efektywnie stymulujących 
procesy kościotworzenia in vitro. Szczególną uwagę poświęcono perfuzyjncmu przepływowi płynów, 
rozciąganiu i wibracji, oraz roli jaką siły te spełniają w procesach kościotworzenia w hodowlach 
mezenchymalnych komórek macierzystych i prekursorów osteoblastów. 
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Summary: The main function of bones is to support soft tissues of the organisms and maintain vertical 
posture of a human body. Thus, skeletal tissue provides an important mechanical function and sens­
es different mechanical forces. Mechanical stimulation affects bone remodelling, i.e. bone turnover.
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Bone remodeling takes plaee under physiological conditions and upon micro- and macro- bone injuries, 
imbalance between bone formation and resorption affects the homeostasis of a whole organism. Treating 
large bone defects or bone degenerative diseases remains a challenging medical issue. Besides standard 
auto- or allogenic bone gratis, bone tissue engineering offers several innovating solutions by applying 
e.g. isolated osteoblast precursor cells that are stimulated to osteogenesis with selected growth factors, 
cultured in three-dimensional bone-like scaffolds and exposed to mechanical forces in vitro. In a body, 
bone precursors, osteoblasts and terminally differentiated osteocytes are exposed to e.g. shear stress, 
stretching, compression and vibrations, which may trigger bone remodelling. Different bioreactors facil­
itate mechanical stimulation of cells in vitro. In this manuscript we review the current literature dealing 
with the most common mechanical forces applied in bone cell cultures and effectively stimulating the 
osteogenesis in vitro. Particular attention was paid to flow perfusion, stretching and vibrations and the 
role these forces play in mesenchymal stem cell and bone precursor cell osteogenesis in vitro.
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Wykaz stosowanych skrótów: ASC - mezenchymalne komórki macierzyste pochodzenia tłuszczowe­
go (ang. Adipose derived Stern Cells)', BMP - białka morfogenetyczne kości (ang. Bone Morphoge­
netic Proteins)', BMP-2 - białko morfogenetyczne kości typu 2 (ang. Bone morphogenetic protein 
2); BMSC - mezenchymalne komórki macierzyste pochodzenia szpikowego (ang. Bone Marrow de­
rived Stem Cells)', DLX-5 - czynnik transkrypcyjny, aktywujący kościotworzenie (ang. Distal-Less 
Homeobox 5); ERK - kinazy regulowane sygnałem zewnątrzkomórkowym (ang. Extracellular 
signal-Regulated Kinases); ERK 1 - kinaza typu 1 regulowana sygnałem zewnątrzkomórkowym 
(ang. Extracellular signal-Regulated Kinase I); ERK 2 - kinaza typu 2 regulowana sygnałem ze­
wnątrzkomórkowym (ang. Extracellular Signal-Regulated Kinase 2); GSK-30 - kinaza syntazy 
glikogenu 3p (ang. Glycogen Synthase Kinase 3fl); HBDC - komórki pochodzące z kości (ang. 
Human Bone Derived Cells); HDF - ludzkie fibroblasty wyizolowane ze skóry (ang. Human Dermal 
Fibroblasts); łiES-MP- linia ludzkich prekursorów mezenchymalnych pozyskana z embrionalnych 
komórek macierzystych (ang. Human Embryonic Stem cell-derived Mesenchymal Progenitor cell 
line); ID-1 - czynnik transkrypcyjny, inhibitor różnicowania 1 (ang. Inhibitor of Differentiation-1); 
LIPUS - stymulacja pulsacyjnymi wibracjami o niskiej intensywności (ang. Low Intensity Pulsed 
Ultrasound Stimulation); LMHF - wibracje o niskiej amplitudzie i wysokiej częstotliwości (ang. 
Low- Magnitude High Frequency); MSC - mezenchymalne komórki macierzyste (ang. Mesenchy­
mal Stem Cells); OSX - czynnik transkrypcyjny, aktywujący kościotworzenie (ang. Osterix); PGF 
- łożyskowy czynnik wzrostu (ang. Placental Growth Factor); PKA - białkowa kinaza A (ang. 
Protein Kinase A); PLGA - kopolimer kwasu glikolowego i mlekowego (ang. Poly(Lactic-co-Gly- 
colic Acid)); PEMF- pulsacyjne pole elektromagnetyczne (ang. Pulsed Electromagnetic Field); 
RANK-L - ligand receptora aktywującego jądrowy czynnik kP (ang. Receptor Activator Nucelar 
Factor k0- Ligand); RGD-OSA/NSC - kompozyt zawierający utleniony alginian sodu i N-bursz- 
tynian chitozanu, sprzężony z sekwencją Arg-Gly-Asp (ang. RGD-grafted Oxidized Sodium Algi- 
nate/N-Succinyl Chitosan (RGD-OSA/NSC) hydrogel); RUNX-2 - czynnik transkrypcyjny, akty­
wujący kościotworzenie (ang. Runt-Related Transcription Factor 2); SACC - kanały wapniowe 
aktywowane rozciąganiem (ang. Stretch-Activated Calcium Channels); SMAD - (ang. SMA - Smali 
Body Size, MAD - Mothers Against Decapentaplegic); SMF - statyczne pole magnetyczne (ang. 
Static Magnetic Field); SRE - element promotora danego genu, aktywowany przez przyłączenie 
białek SMAD (ang. Smad Responsive Element); TGF-0 - transformujący czynnik wzrostu beta 
(ang. Transforming Growth Factor-fl); TRPM7 - napięciowo zależny kanał jonowy typu 7 (ang. 
Transient Receptor Potential cation channel 7); Wnt - ścieżka sygnałowa z udziałem białek należą­
cych do rodziny Wnt (ang. Wingless type signaling pathway)
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WSTĘP
Podstawowym celem procesu przebudowy kości jest naprawa mikrouszkodzeń 
wynikających z naturalnego obciążenia układu szkieletowego, co w konsekwencji 
prowadzi do adaptacji tkanki kostnej do występujących obciążeń mechanicznych 
i wpływa na jej wytrzymałość mechaniczną [24]. Na proces przebudowy kości, lub 
inaczej obrotu kostnego, składają się dwa etapy: resorpcja kości i kościotworzenie. 
Zależność pomiędzy stymulacją mechaniczną a odpowiedzią tkanki kostnej opisują 
prawo WolfFa i teoria mechanostatu. Zgodnie z prawem WolfFa, w miejscach pod­
danych obciążeniu mechanicznemu zwiększa się wytrzymałość kości [16], Efekt 
działania stymulacji mechanicznej jest jednak zależny od stopnia zmineralizowania 
tkanki kostnej, jej architektury i stanu obciążenia [60], Parametry te decydują o po­
datności kości na złamania [2]. Teoria mechanostatu przedstawia natomiast zmiany 
przebiegu obrotu kostnego w zależności od wartości stosowanej siły mechanicznej 
[15] (ryc. 1). Powszechnie wiadomo, że brak stymulacji mechanicznej może prowa­
dzić do niekorzystnych zmian w obrocie kostnym. Dla przykładu, osoby unierucho­
mione lub przebywające w stanie nieważkości (np. astronauci) tracą 0,5-2% masy 
kostnej miesięcznie [19, 54],
RYCINA 1. Ilustracja założeń teorii mechanostatu. 1 - spadek masy kostnej, II - równowaga pomię­
dzy resorpcją i kościotworzeniem, III - wzrost masy kostnej, IV - złamanie kości. Zmodyfikowane 
na podstawie [15]
FIGURE 1. Principles of mechanostat theory. I - bone mass decreases, II - equilibrium between 
bone resorption and formation, III - bone mass increases, IV - bone fractures; modified from [15]
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Z drugiej strony, liczne dane literaturowe sugerują pozytywny wpływ aktyw­
ności fizycznej na wzrost wytrzymałości kości [4, 33], Regularne ćwiczenia fi­
zyczne mogą stymulować kościotworzenie [63] i chronić szkielet przed patolo­
giczną resorpcją [38], Falcai i wsp. [13] wykazali jednak, że istotny jest rodzaj 
wykonywanych ćwiczeń. Według tych autorów np. pływanie i skakanie poprawia 
gęstość kości w większym stopniu, niż poddawanie pacjentów wibracjom. Ba­
dania Kontulainen i wsp. [29] wskazują też m.in., że stopień mineralizacji kości 
tenisistek zależy od wieku, w którym rozpoczęły treningi. U kobiet, które roz­
poczęły treningi przed okresem dojrzewania, wzrost mineralizacji i masy kości 
ramieniowej i przedramieniowej ręki dominującej był 2-4-krotnie większy niż 
u kobiet, które rozpoczęły treningi po wejściu w okres dojrzewania. Wyniki opu­
blikowane ostatnio przez Warden i wsp. [62] wskazują również, że wzmożona 
aktywność fizyczna u młodych osób przekłada się na wyższą wytrzymałość me­
chaniczną szkieletu w późniejszym okresie życia, co obniża ryzyko osteoporo­
zy i złamań kości. Jest to istotne zwłaszcza dla kobiet, które po wejściu w okres 
menopauzy na ogół doświadczają znacznego spadku gęstości masy kostnej [38].
STYMULACJA MECHANICZNA A ODPOWIEDŹ KOMÓREK 
KOSTNYCH
W odpowiedź tkanki kostnej na bodźce mechaniczne zaangażowane są m.in. 
osteoblasty - komórki kościotwórcze, jak również terminalnie zróżnicowane i za­
siedlające zmineralizowaną macierz kostną osteocyty oraz resorbujące i modelu­
jące kości osteoklasty. Powszechnie uważa się, że osteocyty wykazują największą 
wrażliwość na bodźce mechaniczne [8, 28], ale zdolność odbioru bodźców me­
chanicznych posiadają również osteoblasty i komórki prekursorowe kości, w tym 
mezenchymalne komórki macierzyste pochodzenia szpikowego (BMSC) [18], 
Stymulacja komórek BMSC odpowiednio dobranymi siłami mechanicznymi in 
vitro może nakierowywać je na różnicowanie w osteoblasty [14], Co ciekawe, 
w porównaniu do BMSC, mezenchymalne komórki macierzyste pochodzenia 
tłuszczowego, ASC wykazują słabszą odpowiedź kościotwórczą pod wpływem 
stymulacji mechanicznej [45], Wysoki potencjał kościotwórczy BMSC in vitro 
i in vivo [42], a także wrażliwość tych komórek na bodźce mechaniczne [39] spra­
wiają, że są one najpowszechniej i najczęściej wykorzystywane do opracowania 
komórkowych terapii regeneracji tkanki kostnej, obejmujących stymulację me­
chaniczną BMSC w bioreaktorach in vitro.
Przekazanie sygnału mechanicznego do komórek i jego przekształcenie w sy­
gnał biochemiczny, istotny dla uruchomienia określonej odpowiedzi komórko­
wej, określa się mianem mechanotransdukcji [21], W przypadku komórek kost­
STYMULACJA MECHANICZNA KOMÓREK W KOŚCIOTWORZF.NIU 103
nych, rolę mechanosensorów spełniać mogą integryny, kanały jonowe, połączenia 
szczelinowe oraz tzw. rzęska pierwotna (ang. primary cillium), występujące na 
powierzchni błony komórkowej wszystkich rodzajów komórek budujących kości 
[20], Publikacja Delaine-Smith i wsp. [10] wskazuje, że usunięcie rzęski pierwot­
nej z mysich osteoblastów linii MLO-A5 stymulowanych przepływem oscylacyj­
nym w hodowli 2D, hamuje w nich wyrzut mechanowrażliwej prostaglandyny E2 
oraz mineralizację macierzy pozakomórkowej. Bodźce mechaniczne mogą akty­
wować wewnątrzkomórkowe ścieżki sygnałowe, z których najczęściej wskazy­
wane w literaturze to ścieżka sygnalna ERK, kanoniczna ścieżka sygnalna Wnt 
lub szlaki sygnalne inicjowane przez czynniki wzrostowe z nadrodziny TGF-p, 
a w szczególności BMP. W przypadku sygnalizacji BMP, wewnątrzkomórkowe 
przekaźniki sygnału SM AD przyłączają się do sekwencji SRE w promotorach ge­
nów kluczowych dla procesów kościotworzenia, w tym RUNX-2, OSX, DLX-5 [40] 
czy ID-1 [41]. W ostatnich latach wykazano wzrost ekspresji genów RUNX-2 i ID-1 
w ludzkich komórkach osteoblastycznych stymulowanych mechanicznie i równocze­
śnie traktowanych egzogennym białkiem BMP-2 [30]. To z kolei może być istot­
ne dla optymalizacji kościotwórczego działania BMP-2 in vitro i in vivo. Uważa 
się, że poznanie mechanizmów współdziałania BMP-2 i stymulacji mechanicznej 
w kościotworzeniu może przyczynić się do opracowania nowych strategii lecze­
nia ubytków kostnych. Ogólnie przyjmuje się, że każde oddziaływanie mecha­
niczne na układ kostny powoduje jego odkształcenia, czyli zmiany strukturalne na 
poziomie makroskopowym. Ma to związek z działaniem sił powodujących kom­
presję, naprężenie lub skręcenie kości [53]. Stopień tych zmian zależy od rodzaju 
siły działającej na kość i budowy samej tkanki kostnej. W wyniku działania bodź­
ca mechanicznego na kości następuje wytworzenie gradientu ciśnienia płynu we­
wnątrz systemu jamkowo-kanalikowego. Gradient związany z przepływem płynu 
prowadzi do powstania napięcia ścinającego [52], które jak wskazuje literatura 
ma szczególne znaczenie w procesach kościotworzenia [4],
NAJPROSTSZE BIOREAKTORY WYKORZYSTYWANE 
W INŻYNIERII TKANKI KOSTNEJ
Zastosowanie bodźców mechanicznych w hodowli komórek kostnych jest moż­
liwe w oparciu o proste rozwiązania konstrukcyjne takie jak kolba obrotowa (ang. 
spinner fiask) (ryc. 2a) [68] oraz bioreaktor z obracającą się ścianą zbiornika (ang. 
rotating wall vessel) (rye. 2b) [68]. Okazuje się, że zastosowanie tego typu pro­
stych systemów pozwala zwiększyć transport substancji odżywczych do komórek 
rosnących w porach trójwymiarowych rusztowań, a także zapewnić równomier­
ny rozkład pH, temperatury i stężenia tlenu w obrębie porowatego rusztowania.
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RYCINA 2. Kolba obrotowa a) i bioreaktor z obracającą się ścianą zbiornika b). Komórki poddawane 
stymulacji mechanicznej w kolbie obrotowej a) umieszcza się na odpowiednich rusztowaniach (S), 
przytwierdzonych za pomocą metalowego druta do wentylowanego wieczka (L) kolby. Na dnie kolby 
umieszczone jest mieszadło magnetyczne (MS), którego obroty wywołują ruch pożywki hodowlanej 
(CM) wokół rusztowań (S); b) W bioreaktorze z obracającą się ścianą zbiornika komórki zasiedla­
jące rusztowania (S) podlegają swobodnemu spadkowi na skutek ruchu pożywki hodowlanej (CM) 
wywołanej obrotami zewnętrznego cylindra (EC) bioreaktora; (1C) wewnętrzny cylinder bioreaktora. 
Zmienione na podstawie [68]
FIGURE 2. Spinner flask a) and a rotating wall vessel b). In a spinner flask the cell-seeded scafl'olds 
(S) are immobilized on a metal needle under a ventilated biorcactor lid (L); The magnetic stirrer (MS) 
at the flask bottom mixes the culture media (CM) around the scaffolds (S); b) In a rotating wall vessel, 
cell-seeded scaffolds (S) are exposed to a free-fall as a result of external cylinder turnovers (EC); (IC) 
internal cylinder; Modified from [68]
W ww. bioreaktorach komórki rosnące na odpowiednich rusztowaniach podda­
wane są działaniu napięcia ścinającego, a w przypadku bioreaktora z obracającą 
się ścianą zbiornika również siłom swobodnego spadania w cieczy. Uważa się, 
że oba urządzenia generują niskie wartości napięcia ścinającego, ponadto w tych 
systemach nie ma możliwości ścisłego kontrolowania wartości tego parametru 
[68], Udokumentowano jednak korzystny wpływ zastosowania ww. bioreakto- 
rów na procesy kościotworzenia w hodowlach 3D. Dla przykładu, Song i wsp. 
[55] wykazali, że osteoblasty, wyizolowane ze szczurzej czaszki, wysiane na 
rusztowania pozyskane z naturalnej ludzkiej kości i hodowane w bioreaktorze 
z obracającą się ścianą zbiornika, wykazywały wyższą aktywność zasadowej fos­
fatazy i zwiększoną mineralizację macierzy pozakomórkowej. Kontrolą w tych 
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doświadczeniach były hodowle w warunkach statycznych i w kolbie obrotowej. 
Kim i wsp. [27] wykazali natomiast, że w porównaniu z kontrolą statyczną, ludz­
kie mezenchymalne komórki macierzyste pochodzenia szpikowego, hodowane 
na rusztowaniach z jedwabiu w kolbie obrotowej, wykazywały podwyższoną 
aktywność zasadowej fosfatazy i mineralizację macierzy pozakomórkowej, oraz 
istotnie wyższą ekspresję mRNA dla składników tej macierzy, tj. kolagenu typu 
1, sjaloproteiny kostnej i osteopontyny. Geng i wsp. [17] wykorzystali bioreaktor 
z obracającą się ścianą zbiornika do 4-tygodniowej hodowli króliczych BMSC na 
rusztowaniach opartych o naturalny koral.
Rusztowania wszczepiono następnie do tzw. nagich myszy (ang. Nudę mice). 
Dzięki hodowli 3D komórek BMSC w bioreaktorze z kolbą obrotową możli­
we było otrzymanie bioimplantów tkanki kostnej, które charakteryzowały się 
właściwościami mechanicznymi zbliżonymi do naturalnej kości. Również pol­
skie zespoły badawcze wykorzystują do badań proste systemy bioreaktorowe. Dla 
przykładu, Woźniak i wsp. [64] oraz Dulińska-Molak i wsp. [11] wykorzystali do 
hodowli 3D komórek HBDC bioreaktor Spinner Basket®, czyli zmodyfikowaną 
wersję bioreaktora z kolbą obrotową. We wspomnianych publikacjach komórki 
hodowano na rusztowaniach poliuretanowych lub kompozytach poliuretan-kalcyt. 
Woźniak i wsp. wykazali, że hodowanie komórek HBDC na rusztowaniach z czys­
tego poliuretanu w bioreaktorze Spinner Basket® obniża żywotność komórek 
w porównaniu do hodowli statycznych w standardowych płytkach hodowlanych. 
Równocześnie, hodowla dynamiczna nie miała istotnego wpływu na poziom 
ekspresji mRNA wskaźników typowych dla tkanki kostnej, tj. kolagenu typu 1, 
zasadowej fosfatazy i osteokalcyny. Z kolei Dulińska-Molak i wsp. zastosowali 
bioreaktor Spinner Basket® do hodowli komórek HBDC na rusztowaniach poliu­
retanowych lub kompozytach poliuretan-kalcyt. Okazało się, że rusztowania kom­
pozytowe hodowane w sposób ciągły w bioreaktorze Spinner Basket® stymulują 
wzrost aktywności zasadowej fosfatazy w komórkach HBDC, w stosunku do czy­
stych rusztowań poliuretanowych._
ODPOWIEDŹ KOMÓREK KOSTNYCH NA PERFUZYJNY 
PRZEPŁYW PŁYNÓW HODOWLANYCH
W warunkach fizjologicznych przepływ płynu tkankowego w obrębie systemu 
jamkowo-kanalikowego kości powoduje wytworzenie siły o wartości 8-30><l 0’5N. 
W bioreaktorze perfuzyjnym odpowiednie rusztowanie zasiedlone komórkami 
umieszcza się w szczelnej komorze, a przepływ pożywki hodowlanej przez pory 
rusztowania następuje w wyniku działania pompy perystaltycznej [68], Badania 
Yourek i wsp. [69], wykonane w kulturach 2D ludzkich MSC wskazują, że sama 
stymulacja komórek napięciem ścinającym, powstałym na skutek przepływu po­
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żywki hodowlanej, pobudza ich różnicowanie w kierunku osteoblastów i proces 
ten nie wymaga dodatkowych czynników różnicujących. Kim i wsp. [27] użyli 
bioreaktora perfuzyjnego do stymulacji ludzkich BMSC wysianych na porowate 
rusztowania poli-tereftalano-etylenowe. Komórki były poddawane ciągłemu prze­
pływowi równoległemu (przepływowi opływowemu, powierzchniowemu) lub po­
przecznemu (przepływowi przez pory rusztowania) (ryc. 3). Wykazano m.in., że 
perfuzja poprzeczna stymuluje proliferację ludzkich BMSC lepiej, niż przepływ 
równoległy. W wyniku zastosowania przepływu poprzecznego, w hodowlach ludz­
kich BMSC zaobserwowano również wyższą ekspresję mRNA dla genów zaanga­
żowanych w kościotworzenie, takich jak osteriks, osteopontyna, zasadowa fosfata­
za i BMP-2, oraz wyższą mineralizację macierzy pozakomórkowej w porównaniu 
z przepływem równoległym. Yu i wsp. [70] badali przepływ płynów hodowlanych 
przez rusztowania kompozytowe wykonane z polikaprolaktonu i hydrożelu kola­
genowego, zasiedlone szczurzymi BMSC. Po 10 dniach ciągłego stosowania per- 
fuzji autorzy zaobserwowali statystycznie istotny wzrost ekspresji mRNA i białka 
dla osteopontyny, osteokalcyny i sialoproteiny kości. Ponadto odnotowano znaczą­
cy wzrost żywotności komórek i mineralizacji macierzy po 21 i 28 dniach ciągłe­
go stosowania perfuzji. Delaine-Smith i wsp. [9] wykazali, że napięcie ścinające 
można generować nie tylko w bioreaktorach wykorzystujących przepływ pożywki 
hodowlanej (fluidflow lub flow perfusioń), ale też w prostym systemie opartym na 
wytrząsaniu komórek w płytkach hodowlanych (tzw. rocker).
b)
RYCINA 3. Schemat obrazujący porowate rusztowanie (S) zasiedlone komórkami i stymulowane 
przepływem równoległym a) lub poprzecznym (b) pożywki hodowlanej (CM). Kierunek przepływu 
zaznaczono czarnymi strzałkami. Zmienione na podstawie [27]
FIGURE 3. The illustration of cell seeded scaffolds (S) stimulated with a) parallel flow, or b) transver­
se flow. Flow direction has been marked with black arrows. Modified from [27]
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Autorzy wykorzystali napięcie ścinające powstałe w wyniku wytrząsania 
płytek hodowlanych do stymulacji trzech populacji komórek o potencjale ko- 
ściotwórczym: MLO-A5, HDF oraz hES-MP. Wyniki tych badań dowodzą, że na­
pięcie ścinające powstałe w wyniku wytrząsania komórek efektywniej stymuluje 
komórki do różnicowania w tkankę kostną, niż hodowle statyczne. Zaobserwowa­
no to m.in. na poziomie aktywności zasadowej fosfatazy, mineralizacji macierzy 
pozakomórkowej i produkcji kolagenu. Wyniki badań naszego zespołu wskazują, 
że nawet krótka, 2-godzipna ¡jednorazowa stymulacja przestrzennych hodowli 
ludzkich BMSC jednokierunkowym przepływem płynów hodowlanych może po­
zytywnie wpływać na odpowiedź kościotwórcza tych komórek, ale jakościowe 
i ilościowe efekty takiej stymulacji zależą m.in. od rodzaju rusztowania 3D, skła­
du pożywki hodowlanej, a także stopnia zróżnicowania komórek i zmineralizo- 
wania macierzy pozakomórkowej (dane niepublikowane).
Bieżąca literatura podaje trzy podstawowe sposoby stymulacji komórek sta­
łym, oscylacyjnym i/lub pulsacyjnym przepływem płynów hodowlanych [5, 25, 
35]. Przepływ stały ma stałą wartość i kierunek. Może być on stosowany w sposób 
ciągły (przez cały okres hodowli) lub przerywany (okresy krótkiej, dynamicznej 
stymulacji hodowli i powrót do hodowli statycznej). Liu i wsp. [35] porównywa­
li efekty ciągłego i przerywanego przepływu płynu hodowlanego w hodowlach 
ludzkich BMSC. Wykazali oni, że w porównaniu do efektów ciągłej stymulacji 
ludzkich BMSC, przepływ przerywany prowadzi w tych komórkach do wzrostu 
ekspresji mRNA dla kolagenu la, osteokalcyny, RUNX-2 i zasadowej fosfatazy. 
Wymienione czynniki są istotne w różnicowaniu macierzystych komórek mezen- 
chymalnych w osteoblasty. Wykazano też m.in. znacznie wyższą aktywację kinaz 
ERK. 1 i ERK 2 w komórkach poddawanych przerywanej stymulacji, w porówna­
niu do tycn poddawanych stymulacji ciągłej.
Z przepływem pulsacyjnym mamy do czynienia wtedy, gdy do hodowli wpro­
wadzane są synchroniczne i o wysokiej częstotliwości zmiany wartości stoso­
wanego przepływu, przy zachowaniu jego stałego kierunku. Sharp i wsp. [50] 
wykazali, że stymulacja szczurzych BMSC przepływem pulsacyjnym korzystnie 
wpływa na ich różnicowanie w osteoblasty. W pracy tej stosowano przepływy 
o trzech częstotliwościach: 0,015Hz, 0,044Hz, 0,074Hz przy napięciu ścinają­
cym rzędu 2,3-4,3xl0'5 N/cm2. Autorzy postulują, że przepływy o częstotliwości 
0,044Hz są najbardziej efektywne w stymulowaniu kościotworzenia szczurzych 
BMSC hodowanych na podłożach pokrytych fibronektyną. Wykazano m.in. istot­
nie wyższą aktywność zasadowej fosfatazy w tych komórkach oraz statystycznie 
wyższą ekspresję mRNA dla osteokalcyny i sialoproteiny kości, w porównaniu do 
innych zastosowanych częstotliwości stymulacji oraz kontroli statycznej.
Wprowadzenie do hodowli komórek przepływu oscylacyjnego pożywki ho­
dowlanej ma naśladować przepływ płynów w systemie jamkowo-kanalikowym 
kości. W wyniku takiej stymulacji następuje zmiana wartości przepływu i jego kie­
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runku. Roy i wsp. [49] powiązali występowanie punktowych wzrostów stężenia 
jonów Ca2^ w obrębie cytoplazmy z odpowiedzią komórek linii ludzkiego kostnia- 
komięsaka MG-63 na stymulację oscylacyjnym przepływem płynu hodowlanego. 
Wykazano, że wzrost stężenia jonów Ca2' wewnątrz komórek związany jest z ak­
tywacją kanałów TRPM7. Xiao i wsp. [67] sugerują, że kanały TRPM7 mogą być 
mechanoreceptorami indukującymi kościotworzenie mezenchymalnych komórek 
macierzystych pod wpływem ściskania. Kanały te należą do grupy tzw. kanałów 
SACC. Inne publikacje wskazują, że punktowe wzrosty stężenia jonów wapnia 
wewnątrz komórek są sygnałem do przebudowy cytoszkieletu komórek kostnych 
i aktywacji takich szlaków sygnalizacyjnych jak np. PKA [34], Kinaza PKA hamu­
je aktywację kinazy GSK-3P [57] oraz aktywuje kinazy ERK 1 i ERK 2. Zahamo­
wanie kinazy GSK-30 ma zasadnicze znaczenie w przekazie sygnału wewnątrz­
komórkowego kanoniczną ścieżką Wnt. Ścieżka sygnałowa Wnt natomiast jest 
istotna dla proliferacji i różnicowania osteoblastów [20], Publikacja Case i wsp. 
[5] przedstawia wyniki stymulacji komórek linii CIMC-4 (tj. prekursory mysich 
osteoblastów), wysianych na podłoża kolagenowe, przepływem oscylacyjnym 
o częstotliwości 1Hz i napięciu ścinającemu o wartości 10* 105 N/cm2. Autorzy 
wykazali m.in., że stymulacja przepływem oscylacyjnym powodowała w komór­
kach C1MC-4 aktywację ścieżek sygnalnych zależnych od kinaz ERK I i ERK 2, 
oraz wzrost ekspresji mRNA dla RUNX-2, osteriks i osteopontyny. Równocześnie, 
przepływ oscylacyjny obniżał w prekursorach osteoblastów ekspresję mRNA dla 
RANK-L, czynnika zaangażowanego w aktywację i różnicowanie osteoklastów. 
Sugeruje to, że przepływ oscylacyjny może stymulować komórki do formowania 
kości, ale hamować w nich procesy regulujące resorpcję kości.
Mimo doniesień na temat stymulacji procesów kościotworzenia w wyniku pod­
dawania trójwymiarowych hodowli mezenchymalnych komórek macierzystych per- 
fuzyjnemu przepływowi pożywki hodowlanej [31, 44] molekularne mechanizmy 
odpowiedzi tych komórek na perfuzyjny przepływ płynów wciąż są słabo poznane. 
McCoy i wsp. [37] zidentyfikowali łożyskowy czynnik wzrostu PGF jako czynnik 
mechanowrażliwy, którego transkrypcja mRNA jest uruchamiana w wyniku działania 
perfuzyjnego przepływu pożywki hodowlanej w kulturach 3D szczurzych i ludzkich 
MSC. W doświadczeniach tych komórki hodowano na rusztowaniach z siarczanu 
chondroityny. Autorzy wykazali, że poziom ekspresji PGF jest ściśle związany z war­
tością przepływu i czasem jego trwania. Ponadto, podanie rekombinowanego PGF 
w dawce 10ng/ml wywoływało istotny wzrost mineralizacji macierzy międzykomór­
kowej w hodowlach komórek w warunkach 2D (plastik hodowlany) i 3D (ruszto­
wania glikozaminoglikanowe z siarczanu chondroityny), w porównaniu do hodowli 
niestymulowanych lub traktowanych wyższymi stężeniami PGF. Praca McCoya po­
zwoliła zatem nie tylko odkryć nowy czynnik mechanowrażliwy, ale jednocześnie 
wskazuje jego potencjalne zastosowanie w inżynierii tkanki kostnej in vitro. Bada­
nia naszej grupy wskazują, że odpowiedź ludzkich komórek BMSC na perfuzyjny 
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przepływ pożywki hodowlanej jest powiązana z chemizmem podłoży i rusztowań 
wykorzystywanych do hodowli ludzkich BMSC. Konkretnie, komórki hodowane 
na kompozycie opartym o strukturę kopolimeru kwasu glikolowego i mlekowego 
(PLGA) oraz bioaktywnego szkła bogatego w krzemionkę są bardziej mechanowraż- 
liwe i podlegają szybszemu różnicowaniu w tkankę kostną, niż na samym kopolime­
rze lub kompozycie wzbogaconym o bioaktywne szkło o wysokiej zawartości wapnia 
(dane niepublikowane).
ROZCIĄGANIE W REGENERACJI TKANKI KOSTNEJ 
I INŻYNIERII TKANKOWEJ IN VITRO
Rozciąganie podłoży hodowlanych porośniętych mezenchymalnymi komór­
kami macierzystymi wydaje się efektywnie stymulować proliferację tych komórek 
i procesy kościotworzenia [7]. Thomas i wsp. [58] poddawali cyklicznemu naprę­
żaniu szczurze BMSC wysiane na silikonowe membrany, co prowadziło do wzro­
stu aktywności zasadowej fosfatazy w tych komórkach w stosunku do kontroli 
statycznej. W badaniach tych odkształcenie membran o 0,39mm z częstotliwością 
1Hz uzyskano poprzez wprowadzanie cyklicznych zmian wartości ciśnienia po­
wietrza. Stanford i wsp. [56] wykazali obniżenie aktywności zasadowej fosfatazy 
w komórkach mysiej linii MC3T3 wysianych na podłoża silikonowe i poddanych 
rozciąganiu. W tej pracy podłoża komórkowe naprężano czterokrotnie w ciągu 
każdego dnia dwutygodniowej hodowli przy użyciu pompy próżniowej, która wy­
twarzała ciśnienie o wartości lkPa. Ponadto stwierdzono, że zwiększenie liczby 
stymulacji na każdy dzień hodowli nie ma wpływu na aktywność zasadowej fos­
fatazy w komórkach, nie wpływa też na ekspresję mRNA dla osteokalcyny.
Natomiast Qi i wsp. [48] wykazali, że po zastosowaniu czteropunktowego 
wyginania podłoża hodowlanego o 0,2% (ryc. 4) liczba szczurzych BMSC w po­
czątkowych dniach hodowli była istotnie wyższa w porównaniu do liczby komó­
rek w kontroli statycznej. Wreszcie Kearney i wsp. [23] wykazali, że rozciąga­
nie silikonowego podłoża o 2,5% skutkowało zmniejszeniem tempa proliferacji 
szczurzych BMSC (ryc. 5). Wydaje się więc, że nawet stosunkowo niewielkie 
zmiany warunków stymulacji mechanicznej mogą istotnie zmieniać biologiczne 
efekty stymulacji. Niesłychanie ważnym staje się również problem jakościowe­
go i ilościowego zdefiniowania wszystkich sił mechanicznych wprowadzanych 
w danym modelu badawczym. Najnowsze badania Lohberger i wsp. [36] wska­
zują, że rozciąganie podłoży porośniętych komórkami istotnie wpływa nie tylko 
na proliferację tych komórek, ale również stymuluje ich różnicowanie w kierunku 
tkanki kostnej. Autorzy użyli do badań ludzkie BMSC oraz prekursory osteobla- 
stów pozyskane z żuchwy i szczęki pacjentów. Wykazali oni, że 10%-we, cyklicz­
ne rozciąganie podłoży silikonowych prowadziło w prekursorach osteoblastów do
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RYCINA 4. Schemat komory do wyginania czteropunktowego. Szara strzałka przedstawiają kie­
runek działania siły nacisku na komorę (Mechanical forces). Komórki (C) wysiane na elastyczne 
podłoże są wyginane przez układ elementów konstrukcyjnych bioreaktora. Komórki wysiane na 
dnie komory stanowią kontrolę. (CM) - pożywka hodowlana. Zmienione na podstawie [48] 
FIGURE 4. The scheme of a bending bioreactor. Grey arrow shows a direction of mechanical 
forces applied to the chamber. Cells (C) seeded on an elastic surface are bent by the elements of 
bioreactor. Cells seeded at the bottom of a chamber serve as a control. (CM) - culture medium. 
Modified from [48]
znacznego wzrostu ekspresji mRNA dla kolagenu la, białka morfogenetycznego 
kości 2, osteonektyny, osteopontyny i osteokalcyny, tj białek istotnych dla procesu 
kościotworzenia. Zaobserwowano również wyższą mineralizację macierzy poza- 
komórkowej. Natomiast, Li i wsp. [32] badali zdolność ludzkich embrionalnych 
komórek macierzystych do różnicowania w kierunku osteoblastów. Komórki ho­
dowano na podłożach kolagenowych i stymulowano poprzez rozciąganie podłoży 
o 2% z częstotliwości 0,2 Hz przez 1 godzinę. Wyniki tych badań wskazują, że za­
stosowanie rozciągania wraz z osteogennymi suplementami pożywki hodowlanej 
wzmacnia, w porównaniu do kontroli statycznej, różnicowanie ludzkich komórek 
embrionalnych w osteoblasty, co wykazano na poziomie aktywności zasadowej 
fosfatazy i ekspresji mRNA dla czynnika RUNX-2. Zauważono ponadto istotny 
wzrost liczebności komórek w grupie poddanej rozciąganiu i wyższą depozycję 
kolagenu la. Badania te wskazują więc nie tylko mechanowrażliwość mezenchy- 
malnych komórek macierzystych szpiku kostnego, lecz również embrionalnych 
komórek macierzystych.
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RYCINA 5. Schemat bioreaktora służącego do rozciągania. Silnik (M) porusza ruchomym uchwytem 
(MP) do którego przymocowane jest elastyczne podłoże porośnięte komórkami (C) i w ten sposób pod­
łoże ulega rozciągnięciu. (1P) - nieruchomy uchwyt - miejsce przyczepu elastycznego podłoża (C). Sza­
ra strzałka pokazuje kierunek poruszania ruchomym uchwytem (MP). Zmienione na podstawie [23] 
FIGURE 5. The scheme of a stretching bioreactor. Motor (M) moves amoving part of a bioreactor 
(MP), attached to the clastic surface seeded with cells (C) and the surface is strechcd. (IP) - immobilized 
part of a bioreactor - site for attachment of elastic surface. Grey arrow shows a direction of mechanical 
forces. Modified from [23]
ROLA POLA MAGNETYCZNEGO I WIBRACJI 
W KOŚCIOTWORZENIU IN VITRO
POLE ELEKTROMAGNETYCZNE
Stymulacja pulsacyjnym polem elektromagnetycznym, PEMF jest wykorzysty­
wana w praktyce klinicznej m.in. do leczenia trudno gojących się złamań, stawów 
rzekomych [51], a nawet osteoporozy [6], Poza pulsacyjnym polem magnetycznym, 
także statyczne pole elektromagnetyczne SMF może znaleźć zastosowanie w inży­
nierii tkanki kostnej. Doniesienie konferencyjne Woźniaka i wsp. [65] wskazuje, że 
statyczne pole magnetyczne może mieć korzystny wpływ na proliferację ludzkich 
komórek BMSC. Autorzy doniesienia sugerują, że stymulacja SMF może znaleźć 
szerokie zastosowanie w inżynierii tkanki kostnej, szczególnie w przypadkach gdy 
pozyskanie dużej liczby komórek własnych pacjenta jest ograniczone. Tsai i wsp. 
[59] wykazali pozytywny wpływ PEMF na proliferację szczurzych osteoblastów. 
Komórki hodowano na rusztowaniach 3D wykonanych z PLGA. Stymulację 
PEMF stosowano przez 2 lub 8 godzin w różnych punktach czasowych hodowli.
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RYCINA 6. Płytka hodowlana z komórkami (C) umieszczona wewnątrz cewki (Co) wzbudzającej 
pulsacyjne pole elektromagnetyczne. Szare linie ze strzałkami wyznaczają kierunek działania pola 
elektromagnetycznego na komórki (EF). Zmienione na podstawie |59|
FIGURĘ 6. Cells (C) seeded on a culture piąte, placed inside a solenoid coil (Co). Direction of elec- 
tromagnetic field (EF) affecting the cells is marked with grey lines with arrows. Modified from [59]
PEMF wytwarzane było przez generator fali w cewkach (fala prostokątna, 300ps, 
częstotliwość powtarzania 7,5Hz) (ryc. 6). Rusztowania zasiedlone komórkami 
poddawano indukcji elektromagnetycznej pola o wartościach 0,13mT, 0,24mT 
lub 0,32mT. Wykazano m.in. że dwugodzinna stymulacja polem o indukcji elek­
tromagnetycznej 0,13mTjest najefektywniejsza w promowaniu proliferacji i wyż­
szej aktywności zasadowej fosfatazy w osteoblastach, w porównaniu do kontroli 
niestymulowanej. Przy zastosowaniu wyższych wartości stymulacji zaobserwo­
wano spadek proliferacji osteoblastów przy równoczesnym wzroście aktywności 
zasadowej fosfatazy komórek. Autorzy sugerują, że stymulacja komórek polem 
elektromagnetycznym o indukcji 0,13mT może być użyteczna w różnicowaniu 
komórek mezenchymalnych w osteoblasty.
WIBRACJE
W ostatnich latach wykazano, że wibracje stymulują w hodowlach komórek 
kostnych produkcję białek typowych dla tkanki kostnej. Aby zbadać wpływ wi­
bracji, komórki wysiane na typowe podłoża hodowlane umieszcza się na spe­
cjalnych platformach poruszających się w określony sposób (ryc. 7). Wykazano 
korzystne efekty wibracji o niskiej amplitudzie i wysokiej częstotliwości (LMHF) 
na procesy kościotworzenia. Patel i wsp. [43] badali wpływ LMHF na prekursory 
osteoblastów linii 2T3. Komórki hodowane na plastiku hodowlanym traktowano 
tak, by wykazywały fenotyp osteoporotyczny, a następnie poddawano je wibra­
cjom o wartościach rzędu 0,l-0,4g przy częstotliwości 30Hz przez 10-60 minut 
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dziennie. Wykazano, że taka stymulacja komórek prowadzi do podwyższenia ak­
tywności zasadowej fosfatazy komórek, wyższej mineralizacji macierzy pozako- 
mórkowej oraz wyższej ekspresji genów istotnych dla procesu kościotworzenia, 
takich jak receptor typu 1 dla parathormonu i RUNX-2.
RYCINA 7. Schemat przedstawiający płytkę hodowlaną porośniętą komórkami (C), umieszczoną 
w urządzeniu do stymulacji ultradźwiękami (M). Białymi strzałkami zaznaczono kierunki działania 
ultradźwięków. Zmienione na podstawie [ 1 ]
FIGURE 7. The scheme of cell-seeded culture plates (C) placed on an ultrasound generating device 
(M). The ultrasound directions are shown by white arrows. Modified from [ 1 ]
Pre i wsp. [46] stymulowali komórki mezenchymalne pochodzenia tłuszczo­
wego codziennymi, 45-minutowymi wibracjami o częstotliwości 30Hz. W hodow­
lach poddanych wibracjom i stymulowanych czynnikami osteogennymi odno­
towano istotne, korzystne różnice w mineralizacji macierzy pozakomórkowej 
w porównaniu do kontroli statycznej. Dumas i wsp. [12] zastosowali stymulację 
podłoży zasiedlonych przez mysie osteoblastyczne komórki MC3T3-E1, wibra­
cjami o częstotliwości 400Hz i niskiej wartości odkształcenia (tj. 15-40|je). Wyka­
zano, że stymulacja wibracjami już w pierwszym dniu eksperymentu powodowała 
statystycznie istotne wzrosty ekspresji mRNA dla osteopontyny i sjaloproteiny 
kości. Natomiast Wu i wsp. [66] stymulowali mysie osteoklastyczne komórki linii 
RAW264,7 wibracjami o częstotliwości 45Hz i wartości 0,3g. Komórki osteokla­
styczne były stymulowane 15 min dziennie przez 4 dni hodowli. Zastosowanie wi­
bracji prowadziło w tych komórkach do obniżonej ekspresji czynników istotnych 
dla aktywności osteoklastów, takich jak katepsyna K i metaloproteinaza 9.
Ultradźwięki, czyli wibracje o wysokiej częstotliwości L1MPUS, mają również 
potencjalne zastosowanie w regeneracji tkanki kostnej. Dla przykładu, Wang i wsp. 
[61] hodowali ludzkie BMSC na hydrożelu RGD-OSA/NSC przez 28 dni i stymulo­
wali je ultradźwiękami o intensywności 200 mW-cm2, lMhz przez 10 minut dzien­
nie. Ultradźwięki stymulowały proliferację komórek, zwiększały w nich aktywność 
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zasadowej fosfatazy i mineralizację macierzy pozakomórkowej, a także poziom czyn­
ników CD31 i CD34, typowych dla śródbłonka naczyniowego [47], Mechanizmy 
odpowiedzi komórek na wibracje wciąż są jednak słabo poznane. Uważa się, że ten 
rodzaj stymulacji wprowadza w drgania otaczającą komórki macierz pozakomórko- 
wą, a tak powstałe wibracje mogą oddziaływać na komórki kostne [1],
PODSUMOWANIE
W trakcie naszego życia kości są eksponowane na liczne bodźce mechaniczne 
i ciągle przebudowywane w wyniku adaptacji szkieletu do nowych obciążeń. Bodźce 
mechaniczne są istotne dla utrzymania równowagi pomiędzy procesami kościotwo- 
rzenia i resorpcji tkanki kostnej, o czym świadczy m.in. zwiększona resorpcja ko­
ści u osób unieruchomionych lub przebywających w stanie nieważkości. Zmiana 
architektury kości w wyniku chorób zwyrodnieniowych układu szkieletowego, np. 
osteoporozy, zależy m.in. od początkowej masy kostnej nabytej w trakcie rozwoju 
osobniczego. Okazuje się, że regularne uprawianie sportu w dzieciństwie i okresie 
dojrzewania, jak również regularna aktywność fizyczna po osiągnięciu dojrzałości, 
może skutecznie zabezpieczać nasz szkielet przed patologiczną resorpcją kości, pro­
wadzącą w konsekwencji do złamań kości. Leczenie dużych ubytków kostnych lub 
chorób zwyrodnieniowych kości wciąż stanowi wyzwanie dla współczesnej medy­
cyny. Okazuje się, że odpowiednio dobrane bodźce mechaniczne w hodowlach ko­
mórek kostnych mogą skutecznie stymulować procesy przebudowy tkanki kostnej. 
Poddawanie komórek stymulacji mechanicznej poza organizmem jest możliwe dzięki 
różnego typu bioreaktorom. Stosowanie stymulacji mechanicznej in vitro wydaje się 
obecnie kluczowe w opracowywaniu nowych komórkowych terapii czy inżynierii 
tkanki kostnej. Niemniej jednak, mechanizmy poprzez które siły mechaniczne wpły­
wają na procesy przebudowy kości są wciąż słabo poznane, a korzystne wyniki sty­
mulacji mechanicznej zależą w dużym stopniu od fenotypu stymulowanych komó­
rek oraz protokołu stymulacji. Dlatego konieczne są dalsze badania mające na celu 
dogłębne zrozumienie molekularnych mechanizmów uruchamianych w komórkach 
kostnych w odpowiedzi na siły mechaniczne oraz standaryzację protokołów prowa­
dzących do korzystnych efektów stymulacji mechanicznej in vitro i in vivo.
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